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マ ウ ス natural kille r 細胞 の 分化誘導にお けるイ ン タ ー
ロ イ キ ン 3く工L3I の役割 こ王L3， 工L 2相互作用 の解析




マ ウ ス骨髄細胞及 び牌細月包か ら ヒ ト組 み 換 えイ ン タ ー ロ イ キ ン 2 くhu m a n re co mbina nt inter－
1eukin 2，IL 21に よ っ て誘導さ れ る細胞障害活性 に対す る高純化マ ウ ス イ ン タ ー ロ イ キン 3 くm o u s einte r－
1e uk in 3， IL 31 の 影響に つ い て 検討 し， さ ら に ， 免疫不全 マ ウ ス を用 い て， その 作用機序に つ い ても検討
し た
．
まず，C B－17マ ウス く正常 マ ウ スl，重症複合免疫不全マ ウス くmic e withse v er e c o mbin ed im m u n o．
deficien cy， S CI Dマ ウ ス1 及 びヌ ー ド マ ウス くNude mic e， Nude マ ウスI の骨髄細胞 をI L 2及びI L3の
存在下 で 5 日間培養 し， 培養後の 骨髄細胞 の 表面 マ ー カ ー を検 索した ． 工L 2の 添加に より， T by－1 陽性細胞
お よ び a sialo－G Ml くaG Ml 陽性細胞の 比率が 増加 し， I L 2＋I L3の 添加で はさ ら に その 比 率が 増加 した．
増加 した細胞 はそ の 表面 マ ー カ ー の 特徴か ら ナ チ ュ ラ ル ． キ ラ ー 細胞 くnatu ralkillar cell， N K細胞l と
考え ら れ た． つ ぎに IL 2 お よ びIL 3添加培養後 の 骨髄細胞 お よ び肺細胞の 細胞障害活性 を4 時間 51Cr．
r ele a s e法に て 検討 した． す べ ての マ ウ ス 骨髄細胞か ら， IL 2 の添加 に より細胞障害敵性が誘導さ れ， その
活性 は工L 2の 濃度依存性 に 増強し た． 工L 2く50 Uノmり の 存在下 に 工L 3を添加 す ると， 誘導され る細胞障害
活性 はIL 2単独添加 に比 し有意 くpく0．05う に 増強 し， その 増強はI L 3濃度依存性で あ っ た ． しか し， I L3
単独添加で は細胞障害活性は誘導さ れ なか っ た ． 一 方 ， 肺細胞 で はい ずれの マ ウ ス に お い て も1L 2に よ り
増強され た細胞障害活性は王L3 の添加に よ っ て 影響 され なか っ た ． 次に 脾臓内の 成熟 N K細胞 を除去す る
目的で ， 前処置 と して 抗 aG Ml 血 清 をin viv o投与し た マ ウ ス脾細胞 を用 い て検討した． 抗 aG Ml 血清投
与群 で は， い ず れ の マ ウス 牌細胞に お い て もI L 2に よ り誘導さ れ た細胞障害活性 は工L3 の添加 に よ っ て増
加傾向を示 し， その 増加はI L3濃度依存性 で あ っ た ． さ ら に ， 5－flu o ro u r a cilく5－F Ulをin viv o投与 した
マ ウ ス 骨髄細胞 を用 い て ， よ り未熟な段階の 骨髄細胞 か ら の 細胞障害活性誘導を検討 した． 5－F U投与後 1
日 目お よ び 2 日目の 骨髄細胞 か ら は， 高濃度の I L2 を添加培養 して も細胞障害活性は誘導さ れ な か っ た
が ， 工L 2の 存在下 に工L3 を添加 す る こ と に よ り は じ め て細胞障害活性が誘導 され た． 5－F U で処理 した
S CI Dマ ウ ス の 骨髄細胞を用 い て も 同じ結果が得 られ た． I L3の 細胞障害活性増強 の 作用機序を解明す る
目的で ， T．B 両 リ ン パ 球の 影響 を認め ない S CI Dマ ウ ス の 骨髄細胞 をI L2及びI L3存在下 に培養 し， ラ ッ
ト抗 マ ウス I L 2レ セ プタ L 単ク ロ ー ン 抗体 く7 D41を用 い てI L 2レ セ プタ ー の 発現を経時的に調 べ た ． IL 2
単独添 加 で は， 培養開始36時間後よ り 工L 2レ セ プタ ー 陽性細胞の 比率が 増加 し たの に 対 して，王L 2＋IL 3添
加で は培養開始 24 時間後に は すで に明 ら か な 工L 2レ セ プタ ー 陽性細胞の 増加が認め られ た． また， 単独添
加に て も， 工L2 単独添加よ り早期に I L2 レ セプタ ー 陽性細胞の 増加が認め られ た ． 以 上 の 結果から， l L2に
よ り骨髄細胞 か ら細胞障害活性が誘導され ， その 活性 を有す る細胞 は表面 マ ー カ ー の 特徴よ り N K細胞 と
考 えられ た ． そ し て， 工L 3 は骨髄お よ び牌 に 存在 する N K前駆細胞 に 作用 し， 工L2レ セ プタ ー を発現させ ，
その 結果と して N K細胞の 増殖 ． 分化 に 対す る工L2の 作用 を増強 させ る こ とが 示唆さ れ た． こ の 増強作用
は T 及 び B リン パ 球 を介 した 二 次的作用 の 可能性は少な い と考 えら れ た．
Key w o rds interle ukin2，interleukin 3， diffe rentiation of n atu r al killer c ells，
mice with im m u n odeficie n cy dis e ase， IL2 r ec epto r
A bre viation s こ aG Ml， a Sialo． G Ml三 B M， bo n e m arr o wi C M， C O mplete m edium i C T L L－2，
m u rin eIL2－depe ndent cytotoxic T ce11 1in eニ E LIS A， e n Zym e－1inked im m u n os orbe nt a ss ay ニ
318
イ ン タ ー ロ イ キ ン 3 くinte rle ukin 3，I L31 は， は じ
め1hle らりに よ っ て ヌ ー ド マ ウ ス 脾 臓 中 に 20一 皮 －
hydro xyste r oid dehydr ogen a s eく20． a －S D Hl を誘導
す る分子 量 28000の糖蛋白と して精製 され た21 31が ， 後
に造血系の多能性幹細胞や造血前駆細胞の増殖， 分化
を促 す 重要 な因子 で あ る こ と が 認 め ら れ
41
， m ulti．
c olo ny stim ulating fa cto rくm ulti－ CS Fl ま た は工L3
の 名称が与 え られ るよ う に な っ た ． 1 L 3 の標的細胞は，
多能性幹細胞お よ び額粒球， マ ク ロ フ ァ ー ジ ， 好酸球，
好塩基球， 肥満細胞， 巨核球 や赤血球の 前駆細胞 で あ
り5I， こ れ ま で 主と して造血系細胞の 増殖因子 と して
注目 され て き たが ， さ ら に 最近で は マ ウ ス に お い て，
M iu r a61， Hatto ri ら
71に よ り ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー
くnatu ral killer， N Kl 細胞の分化 に もIL 3 が関与す る
こ とが明 らか に され て い る． 一 方 ， 骨髄細胞 をin vitr o
でイ ン タ ー ロ イ キ ン 2 くinterleuk in 2，I L21 の 存在下
に 培養す る と， 細胞障害活性 を有す る N K細胞が誘導
され る こ とが 報告され て い る8 ト10I． K al 1andlりは， こ の
工L 2 の N K細胞誘導作用 に 対 しIL 3 が抑制的 に 働く
と報告した． Miura ら が用い た 幹細胞 コ ロ ニ ー 法に よ
る N K細胞 の分化引ある い は N K細胞株 の樹 立71に は
I L3 は必要因子 で あり， 他方， K alla nd に よ る と細胞障
害活性の誘導 に 対して は 工L 3 は抑制因子 で あ る1 1と い
う互 い に反す る作用が報告さ れ て い る． こ れ は， N K細
胞 が T リン パ 球， B リン パ 球， お よ び マ クロ フ ァ ー ジ
等の免疫担当細胞と並 んで 相互に 複雑 なネ ッ トワ ー ク
を形成 し て い る1 2I 用 こ と に 起 因 す る も の か も しれ な
い ． い ずれ に しても ， I L3 のN K細胞 に 対す る作用機
序 と して 一 定の結論が得 られ て い な い ． 今回，王L 3 がマ
ウ ス 骨髄細胞か らの 細胞障害活性の 誘導に どの よう に
関与 して い るか を追求 した． さ ら に ， そ の 作用 機序に
及 ぼす T ． B リン パ 球の 影響 を調 べ る た め に， 成熟 T
リ ン パ 球を欠如 した Nude マ ウス ， あ る い は T ． B 両
リ ン パ 球を 欠く重症複合免疫不全 マ ウ ス 川 くS C工Dマ






Bo s m a博士 くT heIn stitutefo rCanC er Re s e a rch，
Philadelphia， P Alよ り供与さ れ た C B－17＋ノ＋ くC B－
171お よび ， そ の m uta nt で ある C B－17scidls cidく重
症複合免疫不全マ ウ ス ， mic e with s e v er e c ombin ed
im m u n odeficien cy， SCIDl1 41は金沢大学動物実験施設
の ア イ ソ レ ー シ ョ ン ケ ー ジに て無菌的に 飼育 し， 8 嶋
16適 齢 の も の を 使 用 し た． ま た ， B A L BIc n ulnu
くNudeH 静岡動物実験農業協同組合 よ り購入l は8週
齢の も の を使用 した．
II
．
S C IDマ ウ ス の 同 定
マ ウ ス 血 清 中の 免疫 グ ロ ブ リ ン を e n zym e－1inked
im m u n o s o rbe nt a s say ほLIS Al に よ っ て測定し， 2
JJgJ
I
ml以 下の マ ウ ス を S CI Dマ ウス と して も ち い た．
まず， マ ウ ス 尾静脈 よ り毛 細管に て採血 遠心 し血 清を
得 た． 次 に ， pH 9．6の 0 ．02％ ア ジ化ナ トリ ウ ム 含有
0．05 M炭酸緩衝液 で ヤ ギ抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン
く1gG＋IgA 十IgMl 抗体 くKirkega a rd 8t Pe rry
Labo r ato rie sIn c． ， Gaithe rsbu rg， M Dl を 1I2000に
希釈 し， E エA． 用 96穴平底 マ イ ク ロ タ イ トレ ー シ ョ ン
プ レ ー ト けlo wlabo rato rie sIn c． ， McLe a n， V Al に
0．15mlずつ 加 えて 室温で 2時間 c o ating した ． つ い
で ， 0．02％ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 リ ン 酸 緩衝液
くpho sphate buffe r ed s alin e， P B S Al に 0．05％
Tw e e n20くSigm alを加 えた P B S A－T w e en で 3 回洗
浄 し， 1％ F B S加 P B S A－Twe en で段 階希釈 した マ ウ
ス 被検血清を 0．1 mlずつ 加 え て 2時間室温 で 反 応さ
せ た
．
反 応終了後 P B S A－Tw e e nで 3 回洗浄 し， さ ら
に ， 1 ％ F B S加 P B S A－Tw e en で 11200希 釈 し た
フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標識 ヤ ギ抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン
くIgG＋IgA ＋IgMl 抗体 くK irkega a rd 8t Per ry
Labo rato rie sIn c．1を 0．1mlずつ 加 え て 室温 で 2時間
反応 させ た． そ の 後， P BS A－Tw e enで 3 回洗浄 し， 最
後 に pH 9．8 の ジ エ タ ノ
ー ル ア ミ ン 綬衝液 で p－nitr o，
phe nylpho sphate くSigm alを 1 m glmlに 調整し，0．1
mlず つ 加 えて 室温 で 8 － 12時間反応発色さ せ た． 呈
色 反応 を 吸 光度 計 E A R 400くSltTlabin str u m ents，
Au strial に よ り波長 492nm で測定 し， 既知濃度の 標
準血清 くマ ウ ス IgG 抗体HSigm al よ り被検 マ ウス 血
清免疫 グ ロ ブ リ ン 濃度を 算出 した．
1II． 骨髄細胞及 び牌細胞の 分 離
骨髄細胞 は， ま ず上 記 マ ウス を エ ー テ ル 麻酔下 に頸
椎脱臼法 に て 屠殺し， その 後大腿骨及 び脛骨 を取 り出
し， 21G の 針 を用 い て こ の 針先を回 しな が ら骨の 両端
に 穴 をあ け た． こ こ よ り プ ラス チ ッ ク 試験管内 へ 以 下
に 記す ， C O mplete m ediu m くC M l を， 骨 を通し て強
EノT， effe ctortotargetr atioi F B S，fetalbovines er umニ FIT C，flu o res ceinisothiocya n ateニ 5
－
F U， 5－ flu or ou r a cil三I L2， interle ukin 2iIL3， interleukin 3ニ N K， n atur al killer三 P B S， phos
－
phate buffer ed s alineニ SIg， S urfa c eim m u n oglobuliniS CID， S e V e rC O mbin ed im m un o
．
deficien cy．
マ ウ ス N E細胞 の 分化誘導に お け る王L 3，工L2の 相互 作用
く押出し骨髄細胞塊 を得 た． こ れ に さ ら に CM を加 え
て プラ ス チ ッ ク試験管を強く振盗， ま た は パ ス ツ ー ル
ピペ ッ ト に て ピペ ッ テ ィ ン グし， 細胞塊 を ほ ぐ した後，
CM に て 2 回洗浄後再浮遊し て用 い た． 脾細胞は， マ ウ
ス肺臓 を無菌下 に ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ 上 で 締切 濾過
し，CM に て 2回 洗浄後再浮遊 して 用 い た． 一 部の 実験
で は抗 a sialo－ G M． くaG Ml 血清 く和光純薬， 大阪う
30ノ上1 をマ ウ ス 尾 静脈よ り 3 日間連続静注 し， その 翌
日取 り出 した脾細胞， 及 び 5－flu o ro ura cile5－ F U， 協和
醗酵， 東京1150m gノkg を 一 回静注後 の マ ウス 骨髄細
胞を用 い た． C M はペ ニ シ リ ン く200 UノmlJ， ゲ ン タ マ
イ シ ン く10JLglml ， 0．02 M Hepes緩衝液 くGI BC O，
Gra nd Isla nd， N Yl， 50JLM 2一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル
C2－ m e rC aptO etha n ol， 2－ M EI， 10％非動化牛胎児血清
くheat－in a ctiv ated fetal bovine seru m ， F BS， GI B C Ol
を含む R P M I 1640くGI B C Ol 培養液で あ る．
IV． 培養条件
2．5－5X lO6ノmlの 骨髄細胞及 び牌細胞浮遊液 を 96
穴 丸底 マ イ ク ロ プ レ ー ト くCo r ning Gla ss W o rks，
Co rning， N Ylに 0．2 ml ずつ 分注し， ヒ ト組換 えイ ン
タ ー ロ イ キ ン 2 くr e c o mbin a nt interle ukin2， IL 2l
く塩 野 義製薬， 大阪H 最終濃度10 － 5000 Uノmり及び 高
純化 マ ウ ス イ ン タ ー ロ イ キ ン 3 くhigh1y purified
m o u s einterle ukin 3， l L 31く工hle 博 士， Natio n al
Ca n c e rIn stitute， よ り供与H 最終濃度50－100 UJIml
を添加し， 炭酸 ガ ス 培養器 く37
0
C， 5％ C O2つ 内に て
3 － 7 日間培養 し， エ フ ェ クタ 一 紙胞と した． ま た，
培養に 際 して は 2 － 3日毎 に 半量 く0．1mlう ずつ 新 し
い リ ン ホ カイ ン添加 C M と交換 した．
V ． 細胞障害活性の 測 定
細胞障害活性 は標的細胞 と して NE 感受 性細胞 で
ある マ ウス リ ン パ 腫 由来 の Y A C－1細胞 く大 日本製薬
株式会社よ り購入1 を用 い 4 時間 51Cr－r ele a s e a ss ay1 51
に て 行っ た ． ま ず， 標的細胞 を Na2 5 1Cr O． くNew
Engla nd Nu cle ar， Bo sto n， M Al で ラ ベ ル した後，
C Mで 5 x lOソml に 調節 した． 上 記の エ フ ェ クタ ー 細
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胞 く0．2 ml の は い っ た 96穴丸底 マ イ ク ロ プ レ ー トの
各穴よ り 0．06mlず つ 上 清を静か に 吸 い 上 げて 捨て，
軽く ピ ペ ッ テ ィ ン グ した後， そ こ に 標的細胞 を 0．1 ml
ずつ 分注 し， エ フ ェ ク タ ー 細胞 こ標的細胞比 を100二
1 ま た は 200ニ 1 と した． 25XG， 5分間遠心後 37
0
C，
5％ C O2 下 で 4時間培養 し， ハ ー ベ ス ティ ン グ フ レ ー
ム くS katr o n， No r w ayl に 吸 収され た上 清中の51Cr 放
出量 を ガ ン マ シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー A RC．501
くア ロ カ， 東 射 で 測定 した． ％細胞傷害能 く％ Cyto－
to xicityl は以 下の 式で算出 した．
％ Cytotoxicity ニ Hcpmくe xpe rim e ntalrele a sel
－
Cpm くspo nta n eo us r ele a s ellcpmくm a xim u m
r ele a s eト cpm くspo nta n e o us r ele a s elH xl OOニ
m a xim um r ele a s eは l％ トリ ト ン X O．1 mlを標 的
細 胞 0．1 mlに 添 加 し た 時 の 5 1Cr 最 大放 出 量 を ，
SpO nta n e O u S rele a s eは CM O．1 ml を添加 した時の
5 1Cr 自然放出量 を示 した．
VI． リ ンホ カ イ ン に 対す る 反 応
2．5XlO6ノmlの 骨髄細胞及び脾細胞浮遊液 を 96穴
平底 マ イ ク ロ プ レ ー ト くCo mingl に 0．2 mlずつ 分注
し， I L2く500 Ulml 及 びIL 3く50－ 100 Ulmllを添加
し72時間ま た は 96時間培養した． 培養終了 24時間前
に 3H 標識 チ ミ ジ ン くtritiated thymidin e，
3H－ TdRl
くNe w Engla nd Nu cle a rl を 0．2pCi添加 し， 液体 シ
ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー L P S－700くア ロ カう に て
8H －T d Rの 取 り込 み を測定 した
．
耶I． 細胞表面 マ ー カ ー の 検 索
骨髄細胞及 び脾細胞 を下記に 示 す フ ル オ レ セ イ ン ．
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト eflu o re sc ein is othio cya n ate，
FI T Cト標識抗体 を用い た 直接及 び間接免疫螢光法で
解析 した ． 直接免疫螢光法は F n
l
C標識の 抗 Tby－1．2
くマ ウ ス T 細胞抗原l川 ， 抗 Lyt．1 くマ ウス T 細胞分化
抗原フ川 川 ， 抗 Lyt－2 くマ ウス T 細胞分化抗原う1机 7I抗
体 く以 上 Be cton Dickin s on ， M ou ntain Vie w， CAl
お よ び F工T C標識 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン
抗体 くJa n sse n， Be e rse， Belgiu ml を用 い た ． 間接螢
Table l． Su rfac ephenoty pe of bo n e m a rr o w c ells
％ Po sitiv e cellsa
T hy－1 aG MI Lyt－1 Lyt－2 L 3T 4 sIg M a c
－1
2 ．8 5．3 1．6
2．6 5 ．7 0
．
1
1 ．1 6．4 0．3
1．0 0．8 9．1
0．3 0．4 0．1
0．1 N D 20．
a T he percentage of c e1s e xpr essing su rfa c e a ntigen w a s a n alyz ed by a 80 W CytO m etry．
S CID
， S e V er C O mbinedim m u n ode丘cie n cy ニ aG Ml， a Si al0 －G Mli sIg， S u rfa c eim m u n o－
globulinニ N D， n Otdete r min ed．
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光抗体法は 一 次抗体 と して 抗 L3T 4抗体1 81くマ ウ ス ヘ
ル パ ー T細 胞 分化抗 原lくBecton Dickin s o nl， 抗
a sial0－ G Ml
1 91 くマ ウ ス N K鞭柑包関連抗原l血清 く和光
純薬う， 抗 Ma ctl加I くマ ク ロ フ ァ ー ジ ， 顆粒球， 骨髄細
胞， N K細胞 関連 抗原1 抗 体 CHybritech In c o－
rpo r ated，S an Diago ，C Al お よび ラ ッ ト抗 マ ウ ス I L－
2 レ セ プ タ ー 抗体2り く7 D 4抗体， 湊博士 ， 自治医科大
学， よ り供与ン を用 い ， ニ 次抗体 に F工T C標識 ヒ ツ ジ
抗ラ ッ トIgG お よ びIgM 抗体 お よ び FIT C標識 ヒ ツ
ジ 抗 ウ サ ギ く工gG＋IgA 十IgMl 抗体 く以 上 Cappel，
M alv e rn， P Al を用い た． 解析 は， レ ー ザ ー フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー Spe ctr u mIIIくOrtho D iagn o stic
Syste m sIn c． ， W e stwo od， M a ssl を使用 した．
1憫 ． 統計学的処甥 ．
細胞障害活性の比較検討 に 際 して ， 得 られ た成績の
正規性が不明 なた め， その平均値の 差 の検定に は 2群
の場合 は順位和検定法 くW ilco x o n ra nksu mte stl を
用い ， 3群以 上 の場合 は Kr u skaトW allis 検定法 を用
い た
． 危険率 5％以下 を有意差有 り と し， 危険率 10％
以下 を傾向あり と判定した ．
成 績
王 ． マ ウ ス 骨髄細胞及び脾細胞の 表面 マ ー カ ー
C B－17，S CI D お よ び Nude マ ウ ス の骨髄細胞及び脾
Table 2． Surface phe n oty pe of sple e n c ells
細胞の 表面 マ ー カ ー を検索 した く表1 ， 2 う． C B－17マ
ウ ス 骨髄中に は， 僅 か なが ら， T リ ン パ 球の マ ー カ ー
をも つ Lyt．1， Lyt－2， L3 T4 陽性細胞 と， 約10％程度の
成熟 B リン パ 球 の マ ー カ ー で あ る細胞表面免疫 グロ
ブ リ ン くs u rfaceim m u n oglobulin， SIgl 陽性細胞が存
在 した が ， S CI Dマ ウ ス で はそ の 両方 を欠如し， Nude
マ ウ ス で は T リ ン パ 球 の 欠如 に よ り相対的 な B リン
パ 球 の 増加が認 め られ た． 成熟 N K細胞 を示 す aG M．
陽性細胞 は， い ずれ の マ ウス と も約5 ％に 認め られ た．
一 方 ， 脾臓 で は， C B－17マ ウス で は大部分を T リンパ
球及 び B リン パ球が 占め ， aG Ml 陽性細胞 は 7．2％，
S CID マ ウス で は T， B 両 リ ン パ 球 を欠き ， aG Ml 陽性
細胞 は 26．3％， Nude マ ウ ス で は T リン パ 球 を欠き大
部分が B リン パ 球で ， aG M． 陽性細胞は 25．9％で あっ
た ． SCID お よ び Nude マウ ス で は， 牌臓 中の aG Ml 陽
性細胞の 比率 は相対的に 高か っ たが ， S CI D， Nude マ
ウ ス の脾臓 よ り得 ら れ た細胞数 は C B－17に 比 し て少
な く， 絶対数は い ずれ の マ ウ ス も 同程度 と考 えられ た．
工工 ． 1L 2に よ る 骨髄 細胞及 び牌細胞 か らの 細胞障害
活性の 誘導
まず， I L2非刺激 に よ る マ ウス 新鮮骨髄細胞及 び脾
細胞の Y A C－1細胞 に 対 す る細胞障害活性 を測定 した
く表3コ． 骨髄細胞で は い ずれ の マ ウ ス も細胞障害活性
は低 く， 10％以 下 で あ っ た ． 脾細胞で は ， S C王D お よび
％ Po sitiv e c ellsa
T hy







a T he pe rc e ntage of c ells e xpr es sing s urfa c e antigen w a s a n alyzed by a 80 W CytO m etry－
S CID
，
S eV er e C O mbin ed im m u n odeficie n cy i aGMl， aSialo－G Mli Slg， Su rfa c eim m u n oglo
－
bulin ．
Table 3． Cytoto xic a ctivity offre shbon e m a rr o w c ells a nd sple en c ells
％ Cytoto xicity a
Bo n e m a rr o w c e11sb Sple e n c ells
e
a perc e nt cytoto xicity w a s m e as u r ed by a 4
－hr 51Cr－r ele a se a ss ay using Y A C
－1 c ells as
ta rgets． Effecto r こta rget r atio 二 100ニ1－
b
，
C Bone m ar ro w c e11s and sple e n c e11s w ere pr epa r ed fr o mpo oled bone m a r ro w o r sple
－
e n s oftw o o rthr e e mic e．
S CID， S eV ere COmbin ed im m u n odeficie n cy．
マ ウ ス N K細胞 の 分化誘導に お け る1L 3，工L2の 相互作用
Nude マ ウ ス に お し1て は C B．17マ ウ ス よ り も 有意 に
細胞障害活性 は高く ， 脾臓中の aG Ml 陽性細胞 の 比率
の 高さ を反 映し て い る もの と 考え られ た．
つ ぎ に ， 5 xlO5lw e11の 骨 髄 細胞 e2．5XlO6lml，
0．2mlノw elり に 10Ulm ト 500 Ulmlの 濃 度 の IL 2
を添加 して 7 日間培養 し， 培養3 日， 5 日， 7 日目の
骨髄細胞 よ り誘導さ れ る 細胞障害活性 を調 べ た く図
い ． 同様 に 脾細胞 に も IL 2 を添加 し， IL 2に よ る細胞
障害活性の 増強 を調 べ た． い ずれ の マ ウ ス に お い て も，
細胞障害活性 は骨髄細胞， 肺細胞 と も に 王L 2濃度依存
性に 増強 し， 培養3－5 日目 で最高を 示 し， 以後低下
した． しか し， 工L 2の 濃度 が 500Uノml以上 で は， 5000
Uノml まで 高濃度の 王L 2 を加 えて も活性 は それ 以 上 増
強され ず， プ ラ ト ー ま たは やや 減少の 傾向を示 し た．
以 上 の 結 果よ り 以後 の 実験 は王L 2 を最終濃度 50 Uノ
ml と し， 5 日間培養 で 行 っ た ．
王m リン ホ カ イ ン 刺激 に よ る チ ミ ジ ン の 取り込 み
I L2 及 び IL 3に対 す る反応性 を調 べ る た め に， 5 X
lO5 個の 骨髄細胞 また は脾細胞 に ，王L 2及びI L3を添加
し3 日間培養後の チ ミ ジ ン の 取り込 み を検討し た く表
4l． C B－17お よ び S CI Dマ ウス 骨髄細胞 で は， IL 2 あ
る い はI L3 の添加 に よ りチ ミ ジ ン の 取 り 込 み は増加
し，工L2十1 L3添加で最も高い 取 り込 み を示 した
．
また ，
S CI Dマ ウス の 肺細胞 で もI L2ある い はIL 3の 添加 に
よ りチ ミ ジ ン の 取り 込 み は増加 し， S CI Dマ ウ ス の脾
臓に は T， B リ ン パ 球以外 に もI L2 あ るい はIL 3に 反
応す る細胞群の 存在が 示唆さ れ た．
王V ． IL 2に よ り誘導さ れ る 細胞障害活性 に 対 す る
1 u の 影響
5 XlO5lw e11く2．5XlO6lml，0．2 ml w ellの 骨髄細
胞ま た は 牌細胞 を工L 2く別 Uノmり 存在下 に 50－100
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Fig．1． Kin etics ofre c o mbin anthum a ninterleukin
2くI L2Io nthe cytoto xic a ctivity ofcultu redbone
m a rrow cells a nd splee n cellsfro mC BT17， Nude，
a nd S CI D mic e． Bo n e m a rr o w or sple e n cells
fr o m e a ch m o u se w er e cultu red fo r3to 7 days
Witho utく■ 一 書 m ediu m alon elor with the fo u r
differ e nt c o n c e ntr atio n s of IL2く韓 － ホ ，10 UJml三
0－ 0， 50 Uノmlニ 宙 － せ ， 500 Uノmli 貴 一 女 ， 5000
Ulml ． At the point of O，3，5， a nd 7 days of
C ultu re， perC e nt CytOtO Xicity w a s m e a su r ed by a
4－hr 5 1Cr． rele a s e assay u sing Y A C－1 cells a s
ta rgets． E ffe cto r to target r atio w a slOOニ1．
S CI D， Se V e re C O mbin ed im m u nodeficien cy．
Table 4－ Pr olife ratio n of bo n e m ar ro w cellsくB M Csla nd sple e n c ellsくS P LsJ
In c o rpo ratedF3用 th ymidin eくcpmJ
m ediu m I L2 IL 3 IL 2＋I L3
C B－17 B M Cs 3738士313 7169士979 11832士731
S CID B M Cs 2441士200 8956士709 86 06士770




S CI D S P Ls 380士 120 5101 士892 740士80 4692士346
B M Cs orS P Lsく5x lO6 c ellsJ w e r e c ult r ed fo r3 daysin micro c ultu replates with IL2く500
UlmlJ， IL 3く50 Uノmu， O rboth－ At24 hr befo reha rve st， 0．2JJCiE3Hjthymidin e w a s added
a nd the uptake of亡3Hjthymidin elw ellw a s m e a su r ed． T he data a r e sho wn a Sthe m e a n士
S．D． oftriplic ate c ultu r es．
IL 2
，
re COmbin a nthu m a ninte rle ukin 2ニ IL3， high1y pu ri丘ed m o us einte rle uk in 3i S CI D，
S e v e rC O mbin ed im m u n ode負cie n cyi N D， n Otdeter mined．
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害活性を調 べ た く図21． C B－17 マ ウ ス 骨髄細胞 で は，
王L2に より誘導さ れ る細胞障害活性 は工L 3の 添加 に よ
り有意に 増強さ れ くpく0．0引， その増 強は工L3濃度依
存性で あ っ た ． Nude お よ び S CI Dマ ウ ス 骨髄細胞 で
も同様な傾向が認 めら れ た． 一 方 ， 肺細胞 で は工L3に
よ る増強は認め られ な か っ た く図 3I． 尚， 1 L 3単独で
は骨髄細胞お よ び脾細胞 か ら細胞障害活性 を誘導で き
な か っ た
．
V ． 11－2 及びI u添加培葺 に お け る 骨髄細胞表面
マ ー カ ー の 変化
各 マ ウス 骨髄細胞 を細胞障害活性誘導と同じ条件下
で培養後の 細胞表面 マ ー カ ー の 変化を 調べ た く表 5ラ．
い ずれの マ ウ ス に お い て も， リ ン ホカ イ ン非添加培養
で は 5 日間培養後も細胞表面 マ ー カ ー に有 意な変化は
認め られ な か っ た ． 1 L2の 添加 に よ り， す べ て の マ ウス
骨髄細胞 で T hy－1陽性細胞及 び aG Ml 陽性細胞 の比
率が増加 し， IL 2存在下に 工L3 を添加 する と さ ら に 増
加 した． IL 3単独で も T hY－1 陽性細胞は増加 し， aG Ml
陽性細胞 も増加傾向に あ っ た ． 一 方， 成熟 丁 及 び B リ
ン パ 球を示 す Lyト1，S工g 陽性細胞 は 工L 2及 びI L3添加
に よ っ て も有意な変化を示 さ なか っ た ．
W ． 杭 乱G Ml 血 清 h YNo 投与後の 肺細胞 の 表面
マ ー カ ー と 細胞障害活性 の 誘導
まず， 脾臓内の成熟 N K細胞 を除去す る 目的で抗
aG Ml 血清 をin viv o に 投与 し， 表面 マ ー カ ー の検索
お よ び 細胞障害活性 を測定 し た ． 抗 aG M． 血 清in
Viv o投 与後 の 牌細胞 に は aG M． 陽性 細胞 は C B－17，
SCI D及 び Nude マ ウス い ずれ に お い て も 1％以下 で
あ り， こ の 時点 で の 細胞障害活性は ほ と ん ど認められ
な か っ た く表61． つ ぎに ， こ の 脾細胞 を1L 2 及 び1L3
存在下 に 5日 間培養 し， 細胞障害活性 を測定 した く図
31． い ずれ の マ ウス に お い ても ， 1 L2に よ り細胞障害
活性が誘導さ れ ， そ の活性 は1L 2 ＋工L 3の 添 加 で増強
傾向が認め られ た． 無処理 対照群 で は前述 した如く，
C B．1 7， S CI D， Nude マ ウ ス と もI L3 はI L 2で 増強さ
れ る細胞障害活性に 影響 を及ぼ さな か っ た ．
mI． 5儀 FtJ in YiY O投与後の 骨髄細胞お よ び牌細胞
か ら の 細胞障害活性 の 誘導
骨髄 に存在 す る成熟細胞 を除去し未熟な分化段階に
あ る骨髄細胞 か ら細胞障害活性を誘導す る目的で C B－
17お よび S CI Dマ ウ ス に 5－F U をin viv o投与 した．
投与後 1 日目， 2 日日， 4 日目及び 5 日目に 骨髄細胞
お よ び牌細胞 を取り出 し， I L2及 び工L 3存在下に 5 日
間培養 し， 細胞障害活性 を測定 した く表 7う． 5 ゼU投
与後 1 日目及 び 2 日 目の C B－17マ ウ ス 骨髄細胞 か ら
は ， IL 2濃度 50 Uノml で は細胞障害活性 は誘導さ れ
ず， さ ら に 工L 3 を添加 しても誘導 され な か っ た ． そこ
で ， IL 2漉度 を 500 Uノml に増 加さ せ る とIL 2単独で
は細胞障害活性 は誘導され な か っ た が， 工L 2＋工L3添加
に よ りは じめ て細胞障害活性が誘導さ れ た． S CI Dマ
C B － 1 7 N U D E S C LD
Fig． 2． Cytoto xic a ctivity ofc ultu r ed bo n e m a r r o w c ellsfr o mC B
－17， Nude， a nd S CID
mic e． Ce11s w e r e c ultu r ed fo r5 daysin the pre s enc e or abs en c e仁コ， m ediu m alo n el
of IL 2alo n eく■ ，50 UlmlJ，IL3 aloneく臼，50 Ulm りo rI L2＋I L3く臼，IL 2 50 Ulml＋I L3
50 UJmlニ 田，I L2 50 UJ，ml＋IL3 100 Uノml ． Pe r c ent cytoto xicity w as m e a su redby
a 4－hr 51Cr－ rele as e ass ay u sing Y A C
－1c ells a sta rgets． E ffe cto rto ta rgetr atio w a s
lOOこ1． Data repr e se nt the m e a n士sta nda rd e rr o r of the fo ur diffe re nt e xpe ri．
m ents． － ， pく0．05ニI L2， r e C O mbin a nt h um a ninte rle ukin 2ニ工L3， high1y pu rified
m o u s e
l
inte rle ukin 3ニ S CID， S eV e re C O mbin edim m u n odeficie n cy．
マ ウ ス N K細胞の 分化誘導に お ける1 L3，l L2の 相互作用
ウ スの 骨髄細胞 で も 同様の 結束で あ っ た ．
Vlu． IL 2レ セ プタ
ー 発 現 に及 ぼ す I L3の 影響
工L2に よ る骨髄細胞 か らの 細胞障害活性誘導 に 工L 3
は増強作用 をも つ こ と が示 さ れ た ため ， その 作用機序
を解明す る 目的で骨髄細胞 を1 L2お よ び 工L 3存在下
に培養 し， ラ ッ ト抗 マ ウ ス工L2レ セ プタ ー 単 ク ロ ー ン
抗体 く7D 4抗体1 を用い て工L 2レ セ プタ ー の 発現 を経
時的に 調 べ た く図4ン． その 際 に 成熟 T．B リン パ球上
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に 成熟 T ． B リン パ 球 を欠如す る S CIDマ ウス の 骨髄
細胞 を用 い た ． 1 L2レ セ プ タ ー 陽性 コ ン ト ロ ー ル と し
て 用 い た マ ウ スI L 2依存性 丁細胞株 くCT L L－21 の
7 D 4抗体陽性率は 98．9％で あ り， 培養前の S C工Dマ ウ
ス 骨髄細胞中の 7 D4 抗体陽性細胞は 0．5％で あ っ た ．
1 L 2単独添加 で は培養開始後 24時間ま で は 7 D 4抗体
陽性細胞の 発現 は僅 か で あ っ た が， 培養 36時間で は明
ら か に 増加 し た く16．7％う． 工L 2＋工L3添加で は培養 24
時間で ， す で に 12 ．8％と増加 し， 工L2単独添加に 比 し
て 7 D4 抗体陽性細胞 は早期に 発現 した． I L3単独添加
で も培養 24時間 で 15．0％と 7 D4抗体陽性細胞の 発現
を認め た． こ の と きの ， 正 常ラ ッ ト血清く10倍希釈ン
を陰性 コ ン ト ロ ー ル と した 非特異的な 7 D4抗体陽性
率 は 4．6％で あ っ た ． 工L3に よ る1L 2レ セ プタ ー の 発
現 は，IL 2＋I L3添加時の 王L 2レ セ プ タ ー 発現時期と 一
致 して い た ． 培養 48時間で は， 工L2 あ るい はI L3単独
お よ び同時添加 い ずれ の 場合 も 7D 4抗体陽性細胞 は
減少 した．
考 棄
Kalla ndlりはI L2に よ っ て マ ウス 骨髄細胞 か ら誘導
さ れ る細胞障害活性 くN K活性コ は工L3に よ り抑制 さ
れ る こ と を報告 した． 一 方， Hatto ri ら71は最近， ク ロ ー
ン 化 N K細胞株 を樹立 す るう え で工L3 が不可欠であ
る こ と を報告 しキ． 実験系 こ そ異なる が，
一 見相反 す
る こ れ らの 結果の矛 盾を解決す る ため に ， 著者 は1 L2
の 濃度 を50 Uノml とい う 低濃度 を用 い て マ ウ ス 骨髄
細胞か ら細胞障害活性の誘導を試み た． その 結果，I L3
は骨髄細胞 か ら誘導さ れ る細胞障害活性 くN K活性う
を有意に 増強さ せ る こ と を見出した． 骨髄お よ び脾細
胞 は非常に 多種多様 な細胞集団か ら構成きれ る ため ，
Fig． 3， Cytoto xic a ctivity of c ultu r ed sple e n c ells
fr o m C B－1 7くAJ， NudeくBI， a nd S CI DくCン mic e
pretre ated with o r witho ut a nti－a Sialo，GMl
a ntis e r u m． Anti－a Sialo－ G M． a ntis eru m w a s
administe red intr a v e n o u sly at a do s age of 30jJll
dayfo r c o n s ec utiv e3 days． Cells w er e c ultul
．
ed
for5daysin thepre se n c e o r abse n c eくロ， m ediu m
alo n elof IL 2alo n eくq，50 Ulml ，IL 3alo n eく慰，50
Uノml o rI L2＋I L3く物， IL 250 Ulml＋IL 3 50U l
mlニ 閂， I L2 50Ulml＋I L3 10O Ulmll． Pe r c e nt
CytOtO Xicity w a s m ea s u red by a 4－hr
－ 51Cr r ele a s e
a ss ay u sing Y A C－1 c e11s asta rgets． Effector． to
ta rget ratio w a slOO二1． Data repr es e nt the
m e a n士 sta nda rd er ro r of the fo u rdiffe r ent
e xperim ents． IL2， re C Ombin a nt hu m a n inter－
1e ukin 2iI L 3， high1y pu rified m o u s einte rle uk in
3ニS CI D， S e V e re C O mbin ed im m u n odeficien cyこ
nd， n Otdete r min ed．
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侶 5．FU をマ ウス に in viv o投与 す る こ と に よ り未分
化 な多能性幹細胞 を濃縮 し， 似 抗 aG Ml 血 清 をin
viv o投与 す る こ と に よ り脾細胞中の 成熟 N K細胞 を
除去 し， あ る い は刷成熟 T リン パ 球 を欠く Nude マ ウ
ス お よ び T ． B 両リ ン パ 球を 欠如す る S CI Dマ ウ ス を
も ち い る こ と に よ り， 工L3の 作用 す る細胞群 が よ り 明
確 に され た． さら に ， 抗1L2レ セ プ タ ー 抗体 を用 い て
検討 した結果， 王L3 が そ れ らの細胞 に 1L 2レ セ プタ ー
を発現 させ る こ と に よ り， 工L 2 の細胞障害活性誘導を
増強す ると い う作用機序が明ら か と な っ た ．
ま ず， 免疫不全 マ ウ ス を用 い る に あ た り， 骨髄 お よ
び脾の 構成細胞を種 々 の 単ク ロ ー ン抗体 を用 い て検索
し た ． 骨 髄 で は 成熟 N K細胞 を 示 す aG M． 陽 性細
胞 瑚 2 0Iの 比 率 を比較 す る と C B－17， S CI D， Nude マ ウ
ス の 間 に 差は認 め られ な か っ た ． 骨髄中の成熟 T リン
パ 球 は極 め て僅 か で あ り， S CI D お よ び Nude マ ウス
で は 欠如 して い た ． 成熟 B リン パ 球は C B－17 お よ び
Nude マ ウス で 10－ 20％認め ら れ， S CI Dマ ウ ス で は
欠如 して い た． 一 方 ， 脾細胞 で は明 らか に そ の構成は
異な り， S CI Dマ ウ ス で は成熟 T ． B リン パ 球 を欠如
Table 5． P he n otypicalcha nge of bo n e m a rr o w c ells c ultu r ed withlym phokin e s
ll
m lC e
Lymphokin e s ％ Po sit
iv e c e11sh ％ Rec o v ery




























































































































































































































































a Po oled bo n e m a rr o w c ellsfr o mtw e o rthr e e mic e w e r e c ultu r ed fo r5 days with I L2， 工L3 0r
botb．
b T he per c entage of c ells e xpre sslng Su rfa c e a ntige n w a s a n alyz ed by a 80 W CytO m etry■
C Perc e nt re c ov ery of c ells at the end ofthe cultu re w a s c al ulated with r espe ct to the n u mbe r of
C ells plated at the begin ning ofthe c ultur誓． IL 2， re C O mbin a nthu m a ninte rle ukin 2i工L3， high－
1y purified m o u s einterle ukin 3ニ SIg， Surfa ce l m m u n Olobulini aG Ml， a Sialo
－G Mli S CI D， S e V er e
C O mbin ed im m u n odeficie n cy こ N D， n Ot deter min ed．
Table 6． Phen oty pic al a n alysis a nd cytoto xic a ctivity of sple e n c ells afte rin viv o
administratio n of a nti－ aG Ml a ntise ru ma
％ Positiv e c ellsb
T hy－1 aG MI Lyt－1 Lyt－2 sIg
％ Cytoto xicityく
くEノT こ 1001
C B－17 25．6 0．5 23．7
S C工D l．3 0．8 0．5










a Anti－aG Ml a ntise r u m w a sintra v e n o u sly administer ed at a do s age of30FLldayfor co n sec u－
tiv e3 days．
b T he pe rc e ntage of c ells e xpr es slng S u rfa c e a ntlge n W a S e X a min ed by a flo w cyto m etry－
C Per c e nt cytoto xicity w a s m e a su r ed by a 4
－hr 51Cr－ r ele a s e a ss ay u sing Y A C－1 c ells a sta rgets－
aGM l， a Sialo－GMlニ SIg， Su rfa c eim m u n oglobulini EIT， Effe cto r ニta rgetr atioiS CI D，S e V e re
COmbin ed im m u n ode丘cie n cy．
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し， Nude マ ウ ス では T リン パ 球を欠 き相対的に B リ られた． Bosm aら 川 は， こ の 細胞が成熟リ ン パ 球 の 刺
ン パ 球増加 が認 め ら れ た． aG Ml 陽性細胞 の 比 率 は 激物質で ある 種々 の マ イ ト ー ジ ェ ン に 反応 しな か っ た
SCI Dお よ び Nude マ ウ ス で 相対的 に 増加 し て い た． こ とよ り未熟 T リン パ 球と報告 した． 著者 は， ス ペ ク
Thy－1 陽性細胞 は S CI Dお よ び Nude マ ウス に も認め ト ラ ムIIIを 用 い て Thy．1 陽性細胞 の 螢光強度 を CB．
Table 7． Cytoto xic a ctivityfr o m5F U－tre ated bo n e m a rr o w c ells and sple e n c els
％ Cytoto xicityくEIT ニ 200I
IL2く501＋工L3uOOI IL2く5001 IL2く5001十IL3く50J IL2t500トトIL3く1001 IL3く50J
CB－17 5 F U－1 d－B M
5FU－2d．B M




S CID 5 F U－2d－B M N D


























N D 5．0 11．7 1 8．7 6．O
N D 6．3 15．2 12．3 3．5
5F U w a sintr a v e n o u sly ad minister ed at a dos age of150m glkg by a single shot．
w as m e a s u red by a 4
－hr 51Cr－r ele a s e a ss ay using Y A C
－1 c ells a sta rgets．
I L2， r e C O mbin a nthu man interle ukin 2i IL3， high1y pu riBed m o u seinte rle ukin 3こ
bin edim m u n odeficien cyこEIT， effe cto r こta rget r atioニ N D， n Ot determin ed．
Medtu m
Pe rc e nt cytoto xicity
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Fig，4 ． Kin etic s of inte rleukin 2uL21r e c epto r e xpr es sed o n c ultu r ed bone m ar row c ellsfrom S CI D
mic e． Cells w ere cultured with m edium alon e，IL 2く500 UJ，mlJalon e，inte rleukin 3く50 Uノml alo n e
O rIL 2＋IL 3． T he e xpr e ssio n of IL 2r ec epto r w a s e v alu ted byindire ctim m u n oflu o r es ce n c e with
rat a nti－ m O u SeIL 2r e cepto r m o n o cl nal a ntibodiesく7 D41， u Sing a flo w cyto m etry． Gr e en
flu o r es c e n c eint n sity w a s sho w nbyloga rithm s c ale ．
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17マ ウ ス 脾細胞と S CIDマ ウ ス 肺細胞で比較 し た と
こ ろ， S CI Dマ ウ ス 脾細胞 の T hy－1陽性細胞 の 螢光強
度 は弱く ， 成熟 T リン パ 球 とは異 な る細胞群と考えら
れ た．
1 L2ある い は工L 2十王L 3添加培養後 の 表面 マ ー カ ー
の 検索 で は， い ずれ の マ ウ ス 骨 髄細胞 に お い て も，
T hy
－1陽性細胞お よ び aG Ml 陽性細胞 が増加 して い
た ． し か し， T リン パ球 マ ー カ ー を示 す Lyト1 陽性細
胞 の増加は認 め られ ず， T by．1陽性細胞の 増加 は T リ
ン パ 球 で は な く N K細胞の増加 と考え られ た． こ れ ま
で の 報告 細 で は ， S CIDマ ウ ス に 存在 す る N K細胞 に
は T hy．1抗 原 は 出現 し て い な い と さ れ て い る が，
T by－1抗原 が T リ ン パ 球 に 特 異的 で は な い こ と2
41 瑚
お よ び N K細胞の約半数 は T by－1陰性2 6Iで あ り， 刺激
に て容易 に 陽性化す る2 7Iこ と を考 えれ ば矛盾 しな い ．
一 方 ， IL 3単独添加 で も T by－1陽性細胞 は増加 し た
が， そ れ に 伴う細胞障害活性 は認 め られ ず， した が っ
て， こ の場合 に 増加 してく る T by－1 陽性細胞は N K細
胞 と は 考え に くい ． Schr ade rら 細 お よ び Ba sch ら251
は骨髄細胞中 に も T hy－1陽性細胞 が存在 し， 工L 3の 添
加培養 によ り さ ら に 増加 し， そ の 細胞群 か ら は顆粒
球 ． マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー が形成 され ると報告 して
い る
．
つ ぎに 1 L3の 骨髄細胞 お よ び牌細胞 に 対 す る影響
を細胞障害活性の点か ら検討 した と こ ろ， IL 2く50Uノ
mり 存在下 にIL 3 を添加す る と， 骨髄細胞か ら誘導さ
れ る細胞障害括性 は工L 2単独添加 に 比 し有意 に増加
し た くpく0．05l． こ れ は Ka11a nd の結果11 と 矛盾 し
た
．
I L2に より誘導さ れ る細胞障害活性は， 著者の 測定
系で は 添加 す る I L2 の濃度 500 Ulml で ほ ぼ プ ラ
ト ー に 達 し， そ の 際の ％細胞障害能は エ フ ェ ク タ ー ．
標的細胞比 100ニ 1に て 50－ 60％で あり， こ の 値 は上
限値 と考 え られ た． Kalla nd の結果 は，IL 2く50 Ulml
で そ の ％細胞障害能は 50％を越 えて お り， 彼の 用 い た
測定系で はす で に上 限値 を示 し て い る と予 想 され た．
著者は この 上 限値 を避 ける実験系 を採択 した． 最大限
に 増強され た 酒性化状態に 新た に 加 え られ た増強因子
は毒性 に 働く可能性がある． 事実， 著者 の検討で も，
I L 2く500 Uノmlう 存在下 に 1 L3 を添加す ると 誘導さ れ
る細胞障害活性 はIL 3濃度依存性 に 抑制 さ れ た く未
発表デ ー タう． 以 上 よ りI L3 は， 低濃度の 工L2に よ る骨
髄細胞か ら の細胞障害活性誘導 に 対 し， 増 強作用 をも
つ と考 えら れ た．
一 方 ， 牌細胞で はIL 3 の増強作用 は認め ら れ なか っ
たが ， こ れ は工L2 によ り成熟 N K細胞が十分に活性化
さ れ， その 活性に 1L3 に よる増強作用が マ ス ク され た
た め と考え ら れた ．
．
そ こ で， 抗 aG Ml 血 清をin viv o投
与 し成熟 N K細胞 を除去 し た肺細胞 を用 い た と こ ろ，
1 L3の 増強作用 を明確 に する こ と が で き た． さ ら に，
S CI D お よ び Nude マ ウ ス に お い て も C B－17 と同様の
増強作用 が 認 め ら れ た こ と よ り， I L3の 増強作 用 に
T ． B リン パ 球 の 関与 は 少 な い も の と 考 え ら れ た
．
Suda ら2 8I2 9Iに よ り明 らか に さ れ たよ う に ， 5－F Uをマ
ウ ス に 投与す る と， よ り 未分化 な多能性幹細胞 を濃縮
で き る こ と が 知られ て い る． これ は， 5－ F Uの DN A合
成期特異的な殺作用 に よ りそ の 多く が D N A合成期に
あ る 赤血 球系な ら び に 顆粒球系前駆細胞を減少さ せ，
よ り 未分化な多能性幹細胞が残存 する も の と考 えられ
て い る3 01． 著者も 工L 2に よ る骨髄細胞か ら の 細胞障害
活性誘導に 対 す るIL 3 の作 用 を明確 に さ せ る た めに
こ の 手段 を用 い て検討 し た．
5－ F U投与後 1 日 臥 2 日日 の 最 も 未分化幹細胞が
多 い と さ れ る 時期 の 骨髄 お よ び脾細胞 に ， 高濃度の
工L2く500 Uノmり を添加 して もI L2単独で は 細胞障害
活性 を誘導す る こ と は で きな か っ たが ， さ ら に工L3を
添加 す る こ と に よ り は じめて細胞障害活性が誘導され
た
．
こ の こ と よ り，工L 3 は未分化な細胞 を工L 2反 応性の
細胞 へ と 分化 させ る こ と が示 唆 され た． 1L 3 が分化の
方向 を決定 し な い こ と は Suda ら に よ り報告2 9Iさ れて
お り， した が っ て， 王L 3の 作用 機序と して， 1 L3が働く
の は多能性幹細胞自身に 対 し てで は な く， す で に IL2
に 反 応す る 方向に 決定づ け ら れ た細胞 を工L2非 反応
性 か らI L2反応性 へ と分化 させ る機序 が推測 され た．
つ ぎに ， こ の機序 を よ り明確 に する た め に IL 2お よ
び工L3添加 に よ る骨髄細胞 の 工L 2レ セ プ タ ー の 発現
を S C工Dマ ウ ス 骨髄細胞 を用 い て検討 した． その 結果，
1L 3単独添加で骨髄細胞表面に 工L 2レ セ プ タ ー が 発現
して く る こ と が明 らか に な っ た ． 工L3単独添加培養24
時間 で 工L 2レ セ プ タ ー 抗体 陽性細胞 は 15．0％に 認め
ら れ， 同時期， 工L2単独添加 で は 4 ．3％ で あり， IL 3に
よ り 早期 に 工L2レ セ プ タ ー が発 現 し て く る こ と が観
察さ れ た． また ， そ の 発現 細胞 は S CI Dマ ウ ス 骨髄細胞
を用 い た こ と よ り T ． B リン パ 球 以外 の 細胞と考えら
れ た．
興 味 ある事に B ir che n all－Spa rks ら3りはI L3依存性
の 非 リ ン パ 性 細胞株 に も工L 2レ セ プ タ ー が 存在 し，
工L 3の 刺激 に て その 発現 は増強す る こ と を見出し， さ
ら に ， 発現さ れ た1 L2レ セ プタ ー は， レ セ プ タ ー 結合
親和性 の 解析 か ら低親和性 レ セ プタ ー で あり， 高濃度
の I L 2を加 え て も細胞増殖は誘導さ れ ずそ の 生 理 的，
機能 的意味は不明で あ る こ と を報告 して い る． ま た，




361に よ り， 主 と して と 卜に お い て ， IL2
レ セ プ タ ー に は高親和性 レ セ プ タ ー お よ び低親和性 レ
マ ウス N K細胞の分化誘導に お ける工L 3，1L 2 の相互 作用
セ プ タ ー が 存在 し， 高親和性 レ セ プ タ ー は， 少 なく と
も2種類の 異 な る タ ン パ ク く工L2 レ セ プ タ ー ぼ ，王L 2レ
セ プタ ー 直 の 複合体で あ り， 工L 2レ セ プ タ ー 庇 と1L2
レ セ プタ ー 卯まそれ ぞ れ単独で は低親和性 を示 す こ と
が明ら か に さ れ てき た ． さ らに ，工L2 レ セ プ タ ー ぽ は単
独 で は 機能 を持 たずI L2レ セ プ タ ー 月 と の 複合体
く高親和性 レ セ プ タ ー うを形成 して は じ めて 機能す る の
に対 して， IL 2レ セ プ タ ー 声 は単独で IL 2 と結合 し細
胞の 活性化が可能
331で あ り， 後者は N K細胞上 に 多く
発現 してい る3 4馴 と報告さ れ て い る ． 以 上 の 報告， 即
ち， 0工L3に よ り非リ ン パ 性造血細胞 に も工L 2レ セ プ
タ ー が発現 しう る こ と ， eそ の 工L2レ セ プ タ ー は低親
和性 レ セ プ タ ー で あ る こ と ， く卦低親和性 レ セ プ タ ー
りL2レ セ プ タ ー 丑1 は機能 しな い こ と， ゆ工L 2レ セ プ
タ ー 月 は N E細胞上 に 多く発現さ れ て い る こ と， と著
者の 結果即 ち， 工L3単独で IL 2レ セ プ タ ー が骨髄細胞
に発現す る こ と お よび 未分化細胞 か らの 細胞障害活性
誘導に は王L2 と工L 3の 存在 が 必要 で あ っ た こ と を考
え合わ せ て ， 工L 2に よ る骨髄細胞か ら の 細胞障害活性
誘導に 対 す る工L3の 増 強作用機序 は以 下 の よ う に 考
えられ た．I L 3に よ り， 骨髄の NK 前駆細胞を含むI L3
反応性未熟細胞 に 王L 2レ セ プ タ ー が発現す る が， 非 リ
ン パ 性未熟細胞 に 発 現 し たIL 2レ セ プ タ ー は 機能 を
持たな い 低親和性 レ セ プ タ ー で あ ろう ． しか し， 一 部
N K細胞 へ の 分化が す で に 決定づ け ら れ た い わ ゆ る
N K前駆細胞 に は機能的I L2レ セ プ タ ー が 発現 し，
工L2 が存在す れ ばIL 2 と結合 し N K細胞 へ と分化 ． 成
熟して い く と考え られ た ． しか し， 今回 の 実験 で は王L2
レ セ プタ ー が 骨髄細胞の どの 細胞 に 発現 さ れ て い る の
か，1L2へ の 結合親和性は どの 程度 なの か ， また抗I L2
レ セ プタ ー 抗体 く7 D4う が認識 する 部位 は工L 2レ セ プ
タ ー 上 の どこ か ， さ ら に はIL 3レ セ プ タ ー が リ ン パ 性
未熟細胞 に 発現 し う るか と い う 問題 は未解決 で あり，
今後の 検討が 必 要で ある ．
結 論
正 常マ ウ ス お よ び免疫不全 マ ウ ス を用 い て ， I L2に
よる 骨髄細胞お よ び脾細胞 か ら の 細胞障害活性誘導に
及 ぼ すIL 3の 影 響 と そ の 作用 機序 に つ い て検 討 し以
下 の結論 を得た．
1 ． I L2存在下 の 骨髄細胞お よび 脾細胞を培養す る
と 3－5 日間で細胞障害活性が誘導さ れ ， 細胞障害活
性を有 す る細胞 は N K細胞と考 えら れ た．
2 ， 工L 2存在下 にI L 3 を添加培養す ると骨髄細胞 か
ら誘導 さ れ る細胞障害活性 は工L 2単独添加 に 比 し有
意に くpく0． 咄 増強され た． 工L3単独添加 で は細胞障
害括性 は誘導さ れ な か っ た
．
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3． 牌細胞 で は， 工L 3 はI L2に よ り誘導さ れ る細胞
障害活性 に 影響 を及ぼ さな か っ たが， 成熟 N K細胞 を
除去す る と， IL 3 は1 L2に より誘導され る細胞障害活
性 を増強 した．
4 ． 5－F U in vivo 投与に よ り得ら れた 未熟骨髄細胞
か らは 工L 2単独添加 で は細胞障害活性 は誘導され ず，
IL 2存在下 に 1 L3 を添加す る こ と に よ りは じめ て細胞
障害活性が誘導され た ．
5 ． 工L3単独添加に て骨髄細胞 にIL2 レ セ プ タ ー が
発現し， しか も 1L 2単独添加時よ り も早期に 工L2レ セ
プ タ ー の発現が み られ た．
6 ． 以 上 の 結果 よ り， 工L3に よ り骨髄 の N K前駆細
胞 を含 む工L3反応性未熟細胞 に 1L2レ セ プ タ ー が 発
環 し， N K前駆細胞に 発現 し た王L2レ セ プ タ ー は工L 2
と結合し， N K細胞 へ の 分化 ．成熟が誘導さ れる と考 え
られ た．
7 ． 免疫不全 マ ウ ス をも ち い た結果か らは， 工L 2に
よ る細胞障害活性誘導に 対 す る工L 3の 増強作用 に は，
T お よ び B リン パ 球の 関与は少 ない と考えら れた ．
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A bstract
T he c o rr elation betw e e ninte rle ukin 2くI L 2Iandinterle ukin 3くI L31du ring the di鮎r e ntiatio n
PrOCeSS Ofn atu r al killerくN KJlin e age c e11s w a sin v estigatedin m u rin ebon e m a rrow くB MJand
SPlee n c ellsin this study． B M a nd spleen c e11s w e re obtain ed from nor mal C B
－17mic eand the
N Kc ella ctivity w as measu red by a 4
－hr 5 1Cr－ relea s eass ay syste m ． In vitro cyt olytic activities of
both B M a ndsple e n c ells agal n St Y A C－1 cells a st argets w e re s ufncientlyinducedby rec om binant
hu m a nI L 2a氏e r5 days of inc ubation － A fte rincubatio n， the relative pr oportio n ofthe cells
expre ssing a ty pical phe n oty pe fbr N K cells， aSialo－ G Ml＋ くaG Ml＋J， T hy－1＋ and Lyt－lL，
Signific a ntlyin c re a sed． W hen I L 3w as added to the I L2－induced N Kc e11activity assay system ，
a slgni 丘ca nt augm e nt ation of N KcellactlV lty W aSnO ted in an I L 3 dos e
－depe nde ntfashion in B M
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cells， butno tin sple e ncells． How ev e r， W hen mat ur eN Kc ells w e r e elimin ated byinjectl ng anti－
aG Ml antiserum intr a v e nously， I L 2
－indu c ed N Kc e11a ctlV lty Ofthe re sidu alsple en c ells didshow
a nI L 3dose－dependent augm e ntation in the s a me m an n er as s e e nin B M cells． I L 3alon edidnot
induc e N K ce11activity． A fte r this， mic e w e retre ated with 5－ flu o rou r a cilく5－ F Ul in vivo．
A lthough the re si dual im ma t ur eB M cells show ed little NK a ctivlty eVe n at a high co n c e ntr ation
of I L 2alone， the addition of I L3 again de monstrated a slgninc a nt a ugm e ntation of N Kc e11
activity． S CI D miceくT a nd B cell deficie ntJ a nd n ude mic eくT ce11dencie ntl w e re also u s ed in
this study， a nd they sho wed findings simila rt o those in norm al C B
－1 7 mic e． T hese r e s ults
indic ate thatI L 3sup ports the de v elopm e nt of the N K lin eage cells fto m I L 2
－ u n r eSPOnSiv e
prlmitive or pre
－ N K c ells， W hich e xist m ainly in B M， t OI L 2
－ reSPOn Sive m atu r eN K c ells－ In
addition， the effbct of I L 3ap pe ar s n ot t obe mediat ed by T or B lym pho cytes－ To further
investigate the m echanism ofthe cor relation betwe en I L 2a nd I L 3，the e xpre sion of I L 2re c epto rs
o nB M cells of S C I Dmice was checked u sing a m o no clonal antibodyく7 D 4Jagain st m ou s eI L 2
re ceptor s． w hen the c ells wereincubat ed with I L 3alon e， I L 2r ecept or s w e r e e xpr es ed early
くWithin 24 hrsIc om par ed toI L 2alo neく36 hrsl，indicating thatI L 3plays an im po rt antr olein the
de velopm e ntof N K lin eage c ells by prom otlng the e xpr essio n of I L 2r e c epto rson prl mitiv e c ells－
